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RESUMO

SOUZA PP. Determinagéo do grupo filogenético e pesquisa dos genes de resisténcia
em Escherichia coli provenientes de amostras de alimentos, ambientais e clinicas.

[Dissertagéo de mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Saude Pablica da USP; 2012.

INTRODUCAO - Escherichia coli é faz parte da microbiota intestinal de humanos e
de animais de sangue quente SHo os bacilos Gram-negativos mais frequentemente
isolados de infecgdes humanas e tem sido associada & meningite neonatal, sepse,
infecgdes do trato urinario e gastroenterite. OBJETIVO - Determinar o grupo
filogenético, identificar o perfil de suscetibilidade a diferentes classes de
antimicrobianos e pesquisar os genes de resisténcia em isolados de E. coli
provenientes de amostras de alimentos, ambientais e clinicas. METODOS - Foram
utilizados 65 isolados, de 1990 a 2006, pertencentes a colegdo de cultura do
laboratério de Pratica de Satide Publica. Os isolados eram provenientes de queijo
minas frescal, 4gua tratada, 4gua mineral, fezes de bovinos sadios, dgua doce
coletada de ambiente pristino e de pacientes atendidos em um hospital universitério.
O antibiograma foi realizado pelo método de Disco-Difusiio em agar de acordo com
CLSI 2009. A pesquisa dos genes de resisténcia a beta-lactimicos foi realizada por
meio da PCR. RESULTADOS - Dos 65 isolados de E. coli, 32,30% (21/65)
pertenceram ao grupo filogenético A, 61,53% (40/65) pertenceram ao grupo Bl,
1,53% (1/65) ao grupo B2 e 4,61% §3/65) ao grupo D. Os resultados do
antibiograma revelaram que 26,15% dos isolados foram resistentes a pelo menos um

antimicrobiano, mas nenhum gene de resisténcia foi detectado. CONCLUSOES - Os



resultados indicam que o grupo filogenético B1 foi o de maior frequéncia entre os
isolados de E. coli de diversas origens. Além disso, a resisténcia observada mostra
que bactérias comensais podem representar uma preocupagdo para a Saide Publica
uma vez que podem servir como reservatério de genes de resisténcia para outros

microrganismos potencialmente patogénicos.

Descritores: Escherichia coli; Grupo Filogenético; Antibiograma; Genes de

Resisténcia.



ABSTRACT

SOUZA PP. Determinagéo do grupo filogenético e pesquisa dos genes de resisténcia
em Escherichia coli provenientes de amostras de alimentos, ambientais e clinicas /
Determination of phylogenetic group and research for resistance genes in
Escherichia coli from food, environmental and clinical samples [dissertation]. Sdo

Paulo (BR): Faculdade de Satude Publica da USP; 2012.

INTRODUCTION - Escherichia coli is part of the intestinal microbiota of human
and warm-blooded animals. It is the Gram-negative bacilli most frequently isolated
from human infections and it has been associated with neonatal meningitis, sepsis,
urinary tract infections and gastroenteritis. OBJECTIVE - To determine the
phylogenetic group, identify the susceptibility profile to different antimicrobial
classes and research resistance genes in E. coli isolates from food, environmental and
clinical samples. METHODS - Were used 65 isolates, from 1990 to 2006, belonging
to the culture collection of the laboratory of Public Health Practice. This isolates
originated from fresh cheese, treated water, mineral water, feces of healthy cattle,
water collected from pristine environment and patients treated at a university
hospital. The antibiogram was performed by disk-diffusion method according to the
CLSI 2009. The research for beta-lactam resistance genes was done by PCR.
RESULTS - From the 65 E. coli isolates, 32.30% (21/65) belonged to the
phylogenetic group A, 61.53% (40/65) to group B1, 1.53% (1/65) to group B2 and
4.61% (93/65) to group D. The antibiogram results revealed that 26.15% of the

isolates were resistant to at least one antimicrobial agent, however, no resistance



gene was detected. CONCLUSIONS - The results indicate that the phylogenetic
group Bl was the most frequent among E. coli isolates from various sources.
Furthermore, the observed resistance indicates that commensal bacteria may
represent a concern to public health since they can serve as a reservoir of resistance

genes to other potentially pathogenic microorganisms.

Descriptors: Escherichia coli; Phylogenetic Group; Antibiogram; Resistance Genes.
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1 INTRODUCAO

As enterobactérias sfo bacilos Gram negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Possuem grande importancia microbioldgica e médica devido as
infecg¢des causadas, patogenicidade e ao surgimento de bactérias multirresistentes aos
antimicrobianos utilizados na terapéutica (SADER et al.,, 2001; FARMER III;

BOATWRIGHT; JANDA, 2007).

‘A maioria dos géneros e espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae
apresentam as seguintes propriedades: sdo bacilos Gram negativos retos, ndo formam
esporos, possuem motilidade peritriquia ou s8o iméveis, desenvolvem-se em peptona
ou extrato de carne sem a adig¢@o de suplemento ou cloreto de sédio, como também
em agar MacConkey, sdo cultivadas em aerobiose ou anaerobiose, fermentam glicose
¢ outros agticares, reduzem nitrato a nitrito (FARMER I1I; BOATWRIGHT; JANDA,

2007).

Enterobacteriaceae estdo dispersas na natureza e podem ser encontradas em
plantas, solo, 4gua e microbiota normal do trato intestinal dos seres humanos e
animais. Podem estar associadas com infec¢Ses comunitdrias e hospitalares,
oportunistas ou n#o. Muitas espécies sfio causadoras de infec¢des urindrias,
intestinais, pneumonias, feridas cirtrgicas, sepse e meningites (FARMER III;

BOATWRIGHT; JANDA, 2007), dentre elas destaca-se Escherichia coli.

E. coli faz parte da microbiota do intestino humano e de animais de sangue

quente. Coloniza o trato gastrointestinal logo nas primeiras horas de vida do recém-
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nascido (KAPER et al., 2004) usualmente permanece colonizadora, confinada ao
lumen intestinal, entretanto em individuos debilitados ou imunocomprometidos, ou
ainda quando as barreiras do trato gastrointestinal sdo violadas, mesmo as espécies

ndo patogénicas podem causar infecgdes (NATARO e KAPER, 1998).

E. coli é a bactéria mais comumente isolada nos laboratérios clinicos e esta
associada com uma variedade de doengas, incluindo meningite neonatal,

gastroenterite e infecgdo do trato urinario (ITU) (KAPER et al., 2004).

Por ser encontrada normalmente nas fezes é usada como indicador de
contaminagdo fecal da 4gua e dos alimentos, Além disso, a presenga de uma bactéria
de origem fecal pode sinalizar a presenga de outras bactérias enteropatogénicas, tais

como Salmonella spp e Shigella spp (PEDRO, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria por meio da Resolugéo
RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, estabelecem os limites de tolerancia de E. coli e
outros microrganismos, em alimentos visando protegdo a saude e & qualidade
microbiolégica do mesmo (BRASIL, 2001). A portaria 2914 do Ministério da Saude
determina os padrdes de potabilidade da 4gua para o consumo humano, na qual E.
coli deve estar ausente ¢ o Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
considera que a saide € o bem-estar possam ser afetados pela qualidade da agua de
balneabilidade (recreagdo de contato primario), quando micorganismos estdo
presentes, tendo como legislagdo vigente a resolugdo 274 de 29, de novembro de
2000 (MS, 2011; BRASIL, 2000). Para tanto essas trés legislagdes recomendam a

pesquisa de coliformes nos produtos a que se referem uma vez que a presencga desses
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organismos pode representar risco 4 saide dos individuos que fizerem uso dos

produtos que s&o objeto dessas trés legislacdes.

1.1 TAXONOMIA

Segundo o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (SCHEUTZ e
STROCKBINE, 2005) o género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae,
sdo bacilos Gram-negativos, possuem motilidade através de flagelos peritriquios ou
imoveis. Séo anaerdbios facultativos, quimiorganotréficos (organismos que utilizam
os compostos organicos como fonte de energia), fermentadores de lactose e glicose
com produgdo de 4cido e gis. Sd3o oxidase negativa, catalase positiva, lisina

descarboxilase e ornitina positivas, manitol e indol positivos.

O género consiste de cinco espécies: E. coli, E. hermannii, E. fergusonii, E.
vulneris e E. blatae. As reagles bioquimicas auxiliam na diferenciagfo entre as
espécies, visto que E. coli difere das demais espécies por apresentar reagio positiva

para sorbitol (SCHEUTZ e STROCKBINE, 2005)

Cresce muito bem a temperatura de 37°C e os valores de pH para crescimento

oscilam entre 5,0 ¢ 9,0 (SCHEUTZ e STROCKBINE, 2005).

Para a diferenciagdo de membros da familia Enterobacteriaceae que
fermentam a lactose, sdo utilizados os meios de cultura 4gar MacConkey e o 4gar
eosina-azul-de-metileno (EMB), os quais sio meios seletivos utilizados para
isolamento primdrio. No meio 4gar MacConkey as col6nias de E. coli geralmente

crescem com coloragdo vermelha, lisas, circulares, convexas com margens distintas e
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ndo viscosas (KONEMAN et al., 2005; BROOKS et al., 2009). As coldnias aparecem
vermelhas devido a intensa fermentagdo da glicose, produzindo grande quantidade de
4cidos mistos e a precipitagdo dos sais biliares do 4gar que envolve as coldnias. Em

dgar EMB, as colonias aparecem com um brilho verde metalico (KONEMAN et al.,

2005).

1.2 PATOGENICIDADE

Diversas linhagens de E. coli sdo patogénicas para 0 homem e animais. Essas
cepas sdo classificadas de acordo com suas propriedades de viruléncia (BROOKS et

al., 2009).

As categorias que causam infecgdo intestinal sdo denominadas de E. coli
diarreiogénicas, as que ocasionam infecgfes, tais como meningite e sepsis, sdo
chamadas de E. coli Extra-intestinais (EXPEC). Dentro da categoria das EXPEC
existem as E. coli uropatogénicas (UPEC) as quais sfo responsaveis pelas infec¢des
do trato urinario (ITU) e as cepas de E. coli que causam meningite, as quais sdo

denominadas de MNEC (NATARO e KAPER, 1998; KAPER et al., 2004).

E. coli possui algumas estruturas celulares antigénicas, tais como flagelos,
lipopolissacaridios-LPS e cdpsulas. Os flagelos sdo denominados de antigenos H e as
capsulas, antigenos capsulares ou antigenos K. A molécula do LPS tem o antigeno O
que corresponde ao polissacarideo da cadeia lateral da molécula (KAPER et al.,
2004). A sorotipagem ¢ feita com base na presenga dos antigenos, O, K e H, podendo

desta forma dividir a espécie em sorogrupos e sorotipos (NATARO e KAPER, 1998).
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Os fatores de viruléncia em cada linhagem de E.coli sfo diferentes,
entretanto, eles podem ser agrupados em: fatores de colonizagfo, que beneficiam a
intima ligagdo da bactéria & mucosa intestinal e impedem a remo¢do da mesma pelo
peristaltismo, e a liberago de toxinas, as quais interferem nos processos fisiolégicos

normais das células do hospedeiro (ROBINS-BROWNE e HARTLAND, 2002).

1.2.1 E. coli Diarreiogénicas

Com base na viruléncia, caracteristicas clinicas e enterotoxinas as E.coli

diarreiogénicas sfo divididas em seis classes (KAPER et al., 2004):

E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

E. coli Enteropatogénica (EPEC)

E. coli Enterohemorragica (EHEC)

e E. coli Enteroagregativa (EAEC)

E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

E. coli Difusamente Aderente (DAEC)

A diferenciagdo dessas cepas é feita através da detecg@io dos genes que
codificam as caracteristicas de viruléncia por meio de técnicas moleculares, como a
PCR, além de sorotipagem e pesquisa de produgéo de toxinas (NATARO e KAPER,

1998).
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1.2.1.1 E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

ETEC € a principal causa da diarréia aguda em criangas menores de cinco
anos de idade em todo o mundo. Além disso, ¢ um importante patégeno em animais

(KAPER et al., 2004).

ETEC coloniza a mucosa do intestino delgado e secreta as enterotoxinas
termo-labil LT (Heat-labile toxin) e a toxina termo estavel ST (Heat-stable toxin), as
quais aumentam a secre¢do intestinal, podendo expressar somente a toxina LT ou

somente a ST ou ainda expressar ambas as toxinas (BROOKS et al., 2009).

A toxina LT estd intimamente relacionada na estrutura e fungdo com a
enterotoxina colérica produzida por Vibrio cholerae. Existem dois principais
sorogrupos de LT: LTI e LTII, os quais n3o apresentam reagfio cruzada
imunologicamente. LTI € expressa por cepas de E.coli patogénicas para humanos e
animais. A LTII foi encontrada primeiramente em cepas de E.coli isoladas de
animais e raramente em isolados humanos, mas nunca foi associada a doengas em
humanos ou animais. A LTI tem duas variantes: LTp (LTp-I) ¢ LTh ( LTh-I), as
quais foram inicialmente descobertas de cepas isoladas de suinos e humanos

respectivamente (NATARO e KAPER, 1998).

Os genes que codificam LT (elf) estdo localizados em plasmideos que
também podem ter o gene codificador de ST e/ou antigenos de fatores de colonizagéo

(NATARO e KAPER, 1998).
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A toxina ST divide-se em duas classes: STa e STb Ambas diferem na
estrutura € no mecanismo de agfio,e somente a toxina STa tem sido associada a

doengas em humanos (BROOKS et al., 2009).

1.2.1.2 E. coli Entoropatogénica (EPEC)

A EPEC foi relacionada pela primeira vez com diarréia humana na Alemanha
em 1930 e confirmada em 1945 na Inglaterra, estando envolvida em surtos de
diarréia E responsavel pela diarréia em lactentes, principalmente em paises em
desenvolvimento (BROOKS et al., 2009). Subdividem-se em duas categorias: EPEC
tipica e EPEC atipica. Ambas provocam lesdo no epitélio intestinal. Apods
atravessarem a barreira gastrica, as EPEC aderem a mucosa dos intestinos delgado e
grosso causando alteragdes que levam a diarréia NATARO e KAPER, 1998).

O homem € o principal reservatdrio das EPEC tipicas. Acredita-se que a
transmiss&o ocorra por meio da ingestfo de 4gua e alimentos contaminados e contato

pessoal (MARTINEZ e TRABULSI, 2008).

Dentre as alteragdes provocadas pelas EPEC na mucosa intestinal, a mais
estudada € a lesdo “attaching and effacing” (A/E). A bactéria fixa-se intimamente as
células do epitélio intestinal e provoca o desaparecimento das microvilosidades
intestinais (NATARO e KAPER, 1998). Essa lesdo ¢ codificada por genes que se
encontram na ilha de patogenicidade (PAI) denominada de LEE (locus of enterocyte

effacement) (KAPER et al., 2004).

Algumas cepas de EPEC produzem a toxina EAST1, codificada pelo gene

astA. Nédo se sabe a importdncia ou a fungfo dessa toxina em EPEC. As cepas de
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EPEC que contem o gene astA sio mais frequentemente isoladas de adultos

(NATARO ¢ KAPER, 1998).

As cepas de EPEC possuem o plasmideo de 70 a 100 kb chamado de EAF
(EPEC adherence factor). Esse plasmideo codifica as fimbrias do tipo IV
denominadas de bundle-forming pilus (BFP), as quais sfio responsdveis pela
aderéncia entre bactérias e a aderéncia as células epiteliais (NATARO e KAPER,

2004).

Cepas de EPEC atipicas contem apenas o LEE (KAPER et al., 2004). A
adesdo intima de EPEC as células epiteliais sdo mediadas por uma proteina de
membrana externa chamada intimina, a qual ¢ codificada pelo gene eae (NATARO e

KAPER, 1998).

Testes fenotipicos € moleculares sdo realizados para diagnosticar esse
patétipo de E. coli como a pesquisa de adesdo a células HeLs ou HEp-2, fimbria BFP
e identificagdo soroldgica com anti-soro O e H. Entre os métodos moleculares,
destaca-se a PCR e sondas genéticas para a detecgdio do plasmideo EAF (NATARO e

KAPER, 1998).

1.2.1.3 E. coli Enterohemorragica (EHEC)

Caracteriza-se pela produgdo de toxinas (toxina de shiga ou Stx) semelhantes
a Shiga toxina produzida Shigella dysenteria. EHEC causa vérias doengas no
homem, as quais variam de casos assintométicos, diarréia branda até casos mais

graves de colite hemorragica (CH) que pode evoluir para complicagles extra-
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intestinais, sendo a de maior gravidade a sindrome hemolitica urémica (SHU)

(KAPER et al., 2004).

O trato intestinal de bovinos é o principal reservatério de EHEC e
inicialmente os surtos foram associados ao consumo de hamburgueres (NATARO e

KAPER, 1998).

Cepas de EHEC do sorotipo O157H: 7 sdo os patégenos mais importantes na
América do Norte, Japdo e no Reino Unido, mas outros sorotipos diferentes,
particularmente aqueles do sorogrupo 026 e O111 também podem causar doengas e

s@o mais proeminentes que o O157H:7 em varios paises (KAPER et al., 2004).

Stx é uma potente citotoxina que leva a morte e a outros sintomas em
individuos infectados por EHEC. A familia Stx ¢ dividida em dois subgrupos: Stx1 e
Stx2 e sfo codificadas em um bacteriéfago inserido no cromossomo (NATARO e

KAPER, 1998).

1.2.1.4 E. coli Enteroagregativa (EAEC)

EAEC ¢ um grupo de bactérias que abrange sorogrupos de E. coli que aderem
a linhagens as células HEp-2 ou HeLa. O patdtipo secreta a toxina EAST-1, possui
fimbrias denominadas de aggregativre adherence factors (AAF) 1, II e 111, as quais
estdo relacionadas ao padrio de aderéncia agregativa (AA) e sdo codificadas por

plasmideos (NATARO e KAPER, 1998).

EAEC provoca o aumento da secregdo de muco na mucosa intestinal, e as

bactérias formam um emaranhado em uma espessa camada de biofilme.
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Provavelmente, a formag&o do biofilme esteja relacionada & capacidade da bactéria

colonizar e causar doenga e ma absor¢do de nutrientes (MARTINEZ e TRABUSLI,

2008).

O diagndstico de EAEC ¢ feito com base em ensaios de aderéncia as células

HEp-2 ou HeLa para pesquisar o padrio AA (NATARO e KAPER, 1998).

1.2.1.5 E.coli Enteroinvasiva (EIEC)

EIEC se caracteriza por invadir o epitélio do célon e sua patogenicidade é
muito semelhante a da bactéria Shigella spp, sendo que ambas podem elaborar uma
ou mais enterotoxinas que sdo capazes de causar diarréia. Em casos de infecgdo
severa por EIEC observa-se uma reagio inflamatéria intensa com presenca de

ulceragdes do epitélio intestinal (NATARO e KAPER, 1998; BROOKS et al., 2009).

As infecgdes causadas por EIEC acometem criangas maiores de dois anos de
idade e adultos. O homem € o reservatorio e a transmissdo se dd pela ingestdo de

4gua e alimentos contaminados (MARTINEZ e TRABUSLI, 2008).

1.2.1.6 E. coli Difusamente Aderente (DAEC)

DAEC possuem padrdo de aderéncia difusa as células do hospedeiro que é
mediada por fimbrias, denominadas de F1845, sendo que o sorotipo mais comumente

identificado com este padréo é 0 O126: H27 (NATARO e KAPER, 1998).
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Tem sido associada como a causa de diarréias em criangas, principalmente
entre as maiores de doze anos de idade. Pacientes infectados por DAEC apresentam

diarréia aquosa (NATARO e KAPER, 1998; KAPER et al., 2004).

1.3 GRUPO FILOGENETICO
Outra maneira de classificar as cepas de E. coli é através da determinagéo do
grupo filogenético. Estudos epidemioldgicos moleculares demonstraram que isolados

de E. coli podem ser classificados em quatro grupos filogenéticos: A, B1, B2 ¢ D

(CLERMONT et al., 2000).

A determinagdo do grupo filogenético é feita pela reagdio de PCR multiplex
empregando trés marcadores: o gene chud, que estd relacionado ao transporte de
ferro na EHEC O157H:7; o gene yjad de fungdo desconhecida mas identificado em
isolados de E. coli K-12, e um fragmento de DNA TSPE4.C2 (CLERMONT et al.,

2000). Os perfis para os grupos filogenéticos estdio apresentados na figura 1.
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Figura 1- Representagdo dos grupos filogenéticos utilizando iniciadores para os
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genes chud, yjaA e fragmento de DNA TSPE4.C2. Adaptado de (CLERMONT et al.,

2000).

A maioria dos isolados patogénicos de E. coli extraintestinal pertencem ao

grupo filogenético B2, em menor frequéncia ao grupo D, e os isolados de E. coli

comensal sdo usualmente do grupo A e Bl (PICARD et al., 1999; CLERMONT et

al., 2000; GIRARDEAU et al., 2005).

Vérios estudos t€m sido realizados com a finalidade de diferenciar cepas de

E. coli patogénicas de cepas comensais.
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DURIEZ et al. (2001) estudaram 168 cepas comensais de E. coli isoladas de
fezes de trés populagdes humanas distintas geograficamente. Os resultados revelaram

que os grupos filogenéticos A e B1 s@o mais freqiientes nesse tipo de amostra.

AFSET et al. (2008) realizaram um estudo epidemioldgico com criangas
saudéveis e com diarreia e observaram que os grupos filogenéticos A, Bl e D ndo
tiveram associagdo significativa com diarréia, e que as cepas pertencentes ao grupo

B2 foram mais comuns em criangas saudaveis do que em criangas com diarréia.

No trabalho realizado por ORSI et al. (2007), os autores isolaram 49 cepas de
E. coli de diferentes fontes de 4gua de consumo. A maioria das cepas analisadas

pertencia ao grupo filogenético B1.

Em 2008, ORSI et al. verificaram a distribuigdo do grupo filogenético em
cepas de E. coli isoladas dos rios Sorocaba e Jaguari localizados no estado de Sdo
Paulo, e encontraram em ambos os rios cepas pertencentes ao grupo D. SABATE et
al. (2008) relataram que o grupo A é o mais comum em cepas de E. coli provenientes

de amostras de aguas residuais.

Estudos filogenéticos de cepas de E. coli provenientes de amostras de queijo
indicou que o grupo A ocorre com maior frequéncia nesse tipo de amostra

(HAMMAD, et al.,2009 ; PEDRO, 2009).

Os estudos mostram a importancia da pesquisa do grupo filogenético, pois
cepas de E. coli potencialmente patogénicas podem estar circulando no ambiente ¢

trocando o material genético entre elas, o que pode representar risco & Saide.
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1.4 ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos sdo substincias capazes de inibir parcialmente ou totalmente
o crescimento e a multiplicagdo de microrganismos. S&@o classificados como
antibidticos (substidncias quimicas produzidas por microrganismos) € como
quimioterdpicos (substincias sintetizadas ou produtos microbianos modificados

estruturalmente em laboratério) (MONTELLI e SADATSUNE, 2001).

Segundo TAVARES (2009b) os agentes antimicrobianos possuem os

seguintes mecanismos de agfo:

o Inibi¢do da sintese de parede (B-lactdmicos: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenens; glicopeptideos: vancomicina e teicoplanina).

) Alteragdo da integridade da membrana celular (polimixinas:
polimixina B e colistina).

e Inibig8io da sintese protéica (macrolideos, lincosamidas, tetraciclinas e
aminoglicosideos).

¢ Inibig8o da sintese de 4cidos nucléicos (quinolonas e rifampicina).

1.5 RESISTENCIA BACTERIANA
A resisténcia aos antimicrobianos, entre os varios géneros bacterianos
representa atualmente um importante problema para a saide publica mundial

(WANG et al.,2006).
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Microrganismos resistentes podem ser selecionados pelos antimicrobianos
por meio do esgoto hospitalar, efluentes urbanos, pelo processo de digestdo
anaer6bica nas estagdes de tratamento de esgoto ou no solo. Além disso, bactérias
resistentes sfio excretadas e langadas no esgoto ou no solo € em outros
compartimentos ambientais (KUMMERER, 2003).

Em regiGes 4aridas, aguas de reuso contendo bactérias resistentes a
antimicrobianos sfio usadas para irrigagdio e o lodo serve como fertilizante. Esta
pritca permite a entrada de microrganismos resistentes diretamente na cadeia
alimentar e a introdugdo dos genes de resisténcia em ecossistemas naturais
microbianos. Nesses ecossistemas, as bactérias ndo patogénicas podem servir como
reservatorio desses genes (KUMMERER, 2003; BAQUERO et al., 2008).

Além disso, a medicina veterindria e a agricultura contribuem com o aumento
da resisténcia bacteriana. Os antibi6ticos sdo utilizados na profilaxia e promogéo do
crescimento animal (WITTE, 1998). Eritromicina e amoxicilina sdo exemplos de
antimicrobianos utilizados no tratamento de patdgenos humanos e também na
promogdo do crescimento e melhoria da eficiéncia alimentar no animal (ALLEN,
2010).

Sdo varios os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos,
como: (i) produgio de enzimas que degradam ou inativam o antimicrobiano, (ii)
alteracdo da permeabilidade da membrana que impede ou dificulta a entrada do
antimicrobiano na célula, (iii) efluxo ativo de antimicrobiano e (iv) alteragdo do sitio

alvo do antimicrobiano (PBPs) (TENOVER, 2006).
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Quando os microrganismos s30 expostos a antimicrobianos inadequados € em
dosagens inadequadas, ocorre a eliminagdo das cepas suscetiveis e a sobrevivéncia

das resistentes, esse processo ¢ denominado de presséo seletiva (DROPA, 2006).

Visando a sobrevivéncia € o crescimento, os microrganismos desenvolvem
resisténcia aos antimicrobianos através de mutagdes, aquisi¢do de genes entre outros

(TAVARES, 2009c).

Os genes de resisténcia podem estar localizados no cromossomo ou em
elementos modveis, como plasmideos. A localizagdo desses genes em elementos
moveis facilita sua transferéncia entre os microrganismos, mesmo de espécies
diferentes (MOREIRA et al., 2008). A disseminagdo de genes responsaveis pela
resisténcia aos antibidticos pode ocorrer por transmissdo vertical, ou seja, quando
uma bactéria se divide e todo seu genoma é duplicado originando uma nova célula
idéntica, ou por transmissfo horizontal, na qual bactérias da mesma espécie ou de
espécies e géneros diferentes trocam genes de resisténcia por transferéncia de DNA
por meio de processos como, conjugagdo, transdugdo, transformagéo e transposigéo

(FROST et al., 2005; TENOVER, 2006).

Na transmissdo horizontal, alguns elementos genéticos estdo associados com
a mobilizagdo de genes de resisténcia, como sequéncias de insergdo, integrons e

transposons (TENOVER, 2006).
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1.5.1 Antimicrobianos p-Lactdmicos

Os antimicrobianos B-lactimicos constituem uma importante classe de
medicamentos usados no tratamento de infecgbes bacterianas (PFEIFER et al., 2010).
Caracterizam-se por possuirem um grupamento quimico heterociclico azetidinona
denominado de anel B-lactdmico. O anel B-lactimico é o responsavel pela atividade
antimicrobiana, quando o mesmo é rompido o antimicrobiano ¢ inativado (DROPA,

2006; TAVARES, 2009b).

Os B-lactdmicos inibem a sintese da parede celular bacteriana, fixando-se as
PBPs (penicilin-binding proteins) e impedindo a produgfio de peptideoglicano
(TAVARES, 2009b), o qual é um componente fundamental da parede celular

bacteriana (CASTANHEIRA, 2005).

Os principais grupos de B-lactdmicos incluem as penicilinas, cefalosporinas,
monobactidmicos e carbapenémicos (TAVARES, 2009b), sendo que os
antimcrobianos B-lactimicos representam aproximadamente 50% do consumo
mundial de antibi6ticos e o uso indiscriminado tem exercido papel fundamental na
selegdio de microrganismos resistentes pré-existentes em uma determinada populagéo

(CHAH e OBOEGBULEM, 2007; TAVARES, 2009b).

O principal mecanismo de resisténcia a classe de antimicrobianos f-
lactdmicos, em bactérias Gram negativas, é a produgdo de P-lactamases (BUSH e

JACOBY, 2010).
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1.6 B-LACTAMASES

As B-lactmases sd3o enzimas que catalisam a hidrélise do anel B- lactdmico,

inativando sua a¢do antimicrobiana (MENEZES et al., 2007).

Diversos tipos de PB-lactamases ja foram descritos e¢ vérias tentativas de
classificd-las também. Entretanto, as duas classificagdes mais importantes sdo a de

Ambler e a de Bush-Jacoby-Medeiros (CASTANHEIRA, 2005).

A classificagdo de Ambler foi feita com base na estrutura molecular das -
lactamases, de acordo com a seqiiéncia de aminoacidos. Quatro classes moleculares
principais de PB-lactamases foram descritas: A) B-lactamases de espectro ampliado
(ESBLs), penicilinases e carbenicilinases; B) metalo-B-lactamases; C)
cefalosporinases cromossomais; D) oxacilinases (CASTANHEIRA, 2005). Em 2010,

foi atualizada por BUSH ¢ JACOBY.

A classificaggo molecular de Ambler ¢ a de Bush-Jacoby-Medeiros estdo

descritas no quadro 1.

As p-lactamases séio divididas em trés principais grupos: beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL), metalo-f-lactamases (MBL) e cefalosporinases

cromossomicas (AmpC).



Quadro 1-Esquema de classificagdo para B-lactamases.
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253 ma8a & 2 Substrato Caracteristicas .
2eq] E5~ 0= Representativas
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3 = AC/TZB*| EDTA
. = E. coli AmpC, P99,
1 ! C Cefalosporinas Ndo . Nao Hidrolisam cefalosporinas e cefamicinas ! ACT-1, CMY-2, FOX-
o LMIR-1 ;
le Nio inclusa C Cefalosporinas Nio Nido ! Hidrolisam mais ceftazxiim}a que outras GCl, CMY-37 ‘
oximino-f-lactdmicos ' ;
" : - T p TS ;
2a 2 A Penicilinas Sim Nio Hidrolisam mais benzl-lpemcxlmas que PCl
_ cefalosporinas e
2b 2b A - ] Sim Nio Hidrolisam benzilpenicilinas e TEM-1, TEM-2, SHV-
Penicilinas e cefalosporinas L i
cefalosporinas igualmente D
. . . Hidrolisam oximino-B-lactimicos
2be 2be A Cefalosporinas de espectro Sim Nio . oo . TEM-3, SHV-2, CTX- !
estendido e monobactamicos (cefotaxima, cfeﬁazldxma, cefiriaxona, M1S5, PER-1, VEB-1
cefepime, aztreonam) e
2br 2br A - Nio Nio Resistentes ao 4cido clavulanico, j
L Penicilinas sulbactam e tazobactam P MTE“M-?O’ —SI:IV-}O o
. . x Hidrolisam oximino-f-lactamicos
Zber Néo inclusa A egzt:;?sgzngziggaist};:ﬁzs Néo Néo combinados com resisténcia ao acido TEM -50
clavulénico, sulbactam e tazobactam
2c 2c A Carbenicilinas Sim Néo Hidrolisam carbapenémicos PSE-1, CARB-3
2ce No inclusa A Carbenicilinas e cefepimes Sim Néo Hidrolisam carbapenémicos, cefpirome RTG-4

Legenda: *AC: 4cido clavulanico; TZB: tazobactam;** EDTA: 4cido etilenodiaminotetracético; DESC.: desconhecida; NR: Nio realizado. FONTE: BUSH e
JACOBY(2010).



Quadro 1-Esquema de classificagio para p-lactamases (continuagéo).
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2sg % S = O -g epresentativas
S~
= AC/TzB*| EDTA™
2d 2d D Cloxacilinas Variavel Niao Hidrolisam as cloxacilinas ou oxacilinas OXA-1, OXA-10
2de Niio inclusa D Espectro estenfildo de Variavel Nio Hidrolisam a c!oxacﬂmas: ou oxacilinas e . OXA-11, OXA-15
cefalosporinas oximino-B-lactdmicos
2df ' Nioinclusa | D Carbapenémicos Vari4vel Nio Hidrolisam cloxacilinas ou oxacilinase |y 4 53 Ox A48
carbapenémicos
e e A Cefalospormas_de espectro Sim Nio Hl'dr’ohsam as f:efalospom?s, inibidas por CepA
estendido acido clavulanico, mas ndo aztreonam
2f 2f A Carbapenémicos Variavel Niao Hidrolisam 08 c:_n'bapenemxc_o S, OXImIno- KPC-2, IMI-1, SME-1
B-lactdmicos e cefamicinas
B(BI) Hidrolisam os antibiéticos de amplo IMP-1, VIM-1, CcrA,
3a 3 B(B3) Carbapenémicos Nio Sim espectro incluindo os carbapenémicos, IND-1, L1, CAU-1,
mas nio monobactimicos GOB-1, FEZ-1
3b 3 B/B2 Carbapenémicos Ndo Sim Preferencialmente hidrolisam os CphA, Sth-1
carbapenémicos
Nio Enzimas ndo sequenciadas e nio
inclusa 4 DESC. classificadas NR NR NR NR

Legenda: *AC: 4cido clavuldnico; TZB: tazobactam; ** EDTA.: 4cido etilenodiaminotetracético; FONTE: BUSH e JACOBY (2010).
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1.6.1 B-lactamases de Espectro Estendido-ESBL

A produgdo de f-lactamases de espectro estendido (ESBL) por
Enterobacteriaceae é o mecanismo de resisténcia mais comum aos antimicrobianos

B-lactamicos (PFEIFER et al.,2010).

As ESBLs pertencem a classe A ou D de Ambler ou as classes 2be ou 2d de
Bush-Jacoby-Medeiros, sdo enzimas capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas
de primeira, segunda, terceira e quarta gera¢Ges € o monobactdmico, aztreonam, mas
ndo hidrolisam as cefamicinas nem carbapenems. Apresentam um aminoacido serina
em seu centro ativo, sendo este seu principal residuo catalitico, e geralmente s&o
inibidas por clavulanato, sulbactam e/ou tazobactam (BUSH et al., 1995; DROPA,

2006; BALSALOBRE, 2009).

As ESBLs resultam principalmente de muta¢des das enzimas TEM-1 e SHV-
1, e ocorrem com maior frequéncia em Enterobacteriaceae. Podem estar localizadas
no cromossomo bacteriano ou mediadas por plasmideos (CASTANHEIRA, 2005;

MENEZES et al., 2007).

A TEM-1 foi a primeira B-lactamase descrita, tendo sido isolada em E. coli na
Grécia em 1960. A resisténcia a ampicilina em E. coli deve-se, na maioria das vezes,
a presenca dessa enzima (LIVERMORE, 1995). Atualmente existem 195 enzimas da

familia TEM (http://www.lahey.org/Studies), sendo a maioria classificada como

ESBL.
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Outra B-lactamase encontrada principalmente em Enterobacteriaceae a SHV,
sendo mais frequentemente mediada por genes plasmidiais em E. coli e por genes
cromossdmicos em K. pneumoniae, entretanto ha relatos na literatura dessas enzimas
sendo encontradas em outras enterobactérias € em bactérias Gram negativas néo
fermentadoras da glicose, como Pseudomonas aeruginosa. Quando possuem
espectro estendido, s3o resistentes & maioria dos P-lactimicos, exceto
carbapenémicos e também sd@o capazes de hidrolisar as cefalosporinas de primeira a

quarta geragdo (LIVERMORE, 1995; BRADFORD, 2001).

Em 1989, na Alemanha, foi relatado um isolado clinico de E. coli que
produzia uma nova ESBL, denominada de CTX-M-1, que caracterizava-se pela
capacidade de hidrolisar cefotaxima (BAUERNFEID et al., 1989). Foram originadas
provavelmente a partir da enzima AmpC de Kluyvera ascorbata, por apresentar alto

grau de homologia entre si (BRADFORD, 2001; BONNET, 2004).

De acordo com a literatura existem outros grupos de ESBLs como OXA,
TLA, BES, PER, GES, VEB, SFO, BEL (BRADFORD, 2001; DALMARCO et al.,

2006).

1.6.2 Metalo- -lactamases- MBL

Desde 1990 diversas MBLs codificadas por elementos méveis tem emergido

em importantes patogenos Gram negativos (CORNAGLIA et al., 2011).
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As MBLs pertencem a classe B de Ambler ou a classe 3 de Bush-Jacoby-
Medeiros e hidrolisam a maioria dos p-lactdmicos, incluindo os carbapenémicos, mas
ndo hidrolisam os monobactamicoss, como aztreonam (PFEIFER et al., 2010). Sdo
inibidas pelo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou compostos derivados do
tiol. Necessitam de dois fons divalentes, usualmente zinco, como cofatores para a
reagdo de hidrélise do anel B-lactdmico (CASTANHEIRA, 2005; MENDES et al.,

2006).

Sdo produzidas constitutivamente em algumas espécies bacterianas, como
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus cereus, Bacteroides fragilis, Aeromonas sp,
Elizabethkingia meningoseptica (Chryseobacterium meningosepticum). Contudo,
desde o inicio da década de 90, novos genes codificadores de MBL tém sido
descritos em patdgenos clinicamente importantes, como Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp. e em membros da familia Enterobacteriaceae (CASTANHEIRA,

2005).

Os genes codificadores de MBLs podem ser encontrados em estruturas
genéticas que conferem mobilidade aos genes, sendo entdo conhecidos como MBLs

moveis ou adquiridas (CASTANHEIRA, 2005; MENDES et al., 2006).

IMP E VIM s3o tipos de MBLs adquiridas encontradas com maior freqiiéncia
em bactérias Gram negativas patogénicas. Foram descritas originalmente em P.
aeruginosa € A. baumannii ¢ atualmente estdo amplamente distribuidas em

Enterobacteriaceae (PFEIFER et al.,2010).
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Em 2002, TOLEMAN et al. descreveram uma nova enzima, SPM-1, a qual
foi isolada em uma amostra de P. aeruginosa no Brasil. Desde entdo, ndo ocorreram

relatos da presenga dessa enzima em outras espécies bacterianas (MENDES, 2005).

Recentemente uma nova enzima MBL, NDM-1 foi relatada em K

pneumoniae, na India (YONG et al., 2009).

S&o conhecidas outras enzimas MBLs adquiridas: GIM-1(CASTANHEIRA et
al., 2004), SIM-1(LEE et al., 2005), AIM (YONG et al., 2007), KHM (SEKIGUCHI

et al., 2008), DIM (POIREL et al., 2010) e SMB ( WACHINO et al., 2011).

1.6.3 B-lactamases AmpC

As cefalosporinases cromossOmicas ou AmpC pertencem a classe C de
Ambler ou a classe 1 de Bush - Jacoby - Medeiros e sdo codificadas por vérios
membros da familia Enterobacteriaceae € por outros microrganismos (BUSH e

JACOBY, 2010).

Bactérias que possuem genes ampC cromossdmicos produzem P-lactamases
AmpC em baixos niveis, o que confere diminui¢do de sensibilidade ou resisténcia a
cefamicinas, como a cefoxitina. Essa caracteristica intrinseca também confere
diminui¢3o de sensibilidade ou resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de 1% e 2°
geragdo (PEREZ-PEREZ ¢ HANSON, 2002). As enzimas do tipo AmpC n#o sdo
sensiveis aos inibidores de B-lactamases comercialmente disponiveis como o 4cido
clavulanico, sulbactam ou tazobactam (THOMSON, 2010), entretanto sfo inativadas

por oxacilina e inibidas pelo 4acido fenilborénico ( PITOUT, 2008).
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Em bactérias do grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter spp.,
Serratia spp., Providencia spp.) e também Proteus spp., Hafnia alvei, Morganela
morganii ¢ P. aeruginosa, as quais possuem o gene ampC cromossdmico, a
resisténcia as cefalosporinas de 3° gera¢fio pode ocorrer quando ha hiperprodugio de
AmpC. A hiperproducéio ocorre devido & indugdo, mediante a presenga de alguns
antimicrobianos B-lactdmicos, como cefoxitina e imipenem, e por inibidores de -
lactamases, como 4cido clavulénico, os quais s3o fortes indutores de AmpC. Caso
néo ocorra a exposi¢éo da bactéria a esses agentes indutores, a produgdo de AmpC

ocorre em niveis basais ( LIVERMORE,1995; BUSH e JACOBY, 2010).

A hiperprodugéo de AmpC pode ocorrer também devido a mutagdes em genes
reguladores da produgio da enzima (PEREZ-PEREZ e HANSON, 2002;
PATERSON, 2006). Entretanto, E. coli e Shigella spp. diferem de outros membros da
familia das Entrobacteriaceae, que possuem o gene ampC cromossOmico, devido a
hiperprodugdo de AmpC ndio ser induzida e sim em decorréncia de mutagdes
ocorridas nos promotores dos genes que codificam as enzimas (PEREZ-PEREZ e

HANSON, 2002 ).

Quando hiperproduzidas, a a¢fo hidrolitica destas enzimas pode conferir
resisténcia a todas as penicilinas, cefalosporinas de 1%, 2* e 32 geragéio, cefamicinas e
ao aztreonam, no entanto, a sensibilidade as cefalosporinas de 4® geragéo e aos

carbapenémicos é geralmente preservada (PEREZ-PEREZ e HANSON, 2002).

Em 1989 foi descrita a primeira AmpC mediada por plasmideo, denominada

de CMY-1 (BAUERNFEIND et al., 1989). Desde entdo, tem sido descritas outras
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enzimas como ACT, DHA, FOX, MIR, MOX, ACC, LAT e CFE (JACOBY, 2009;

BUSH e JACOBY, 2010; PFEIFER et al., 2010).

1.7RESISTENCIA EM E. coli

E. coli é um importante agente causador de infec¢des hospitalares e na
comunidade. Nas tltimas décadas, E. coli tem se tornado cada vez mais resistente
aos antimicrobianos utilizados incluindo ampicilina, tetraciclina, 4cido nalidixico e
sulfametoxazol-trimetoprim (FOWARD et al., 2001), e com a introdugdo dos
antimicrobianos pertencentes a classe das fluoroquinolonas tem sido observado o
surgimento e disseminagfio de resisténcia a essas drogas (CASTANHEIRA et

al.,2007; ITO et al., 2008; MENEZES et al.,2009; LAMIKANRA et al.,2011).

1.7.1 Resisténcia aos Antimicrobianos e Presen¢a de Genes

BOEHME et al.(2004) estudaram a resisténcia aos antimicrobianos em
Enterobacteriaceae isoladas de diferentes tipos de vegetais. As cepas de E. coli
isoladas de brotos apresentaram resisténcia aos antimicrobianos ampicilina,
gentamicina, estreptomicina, tetraciclina, 4cido nalidixico, co-trimoxazol,

canamicina, ciprofloxacina e clorafenicol.

No estudo realizado por PANETO et al. (2007) isolados de E. coli
provenientes de amostras de queijo cru foram resistentes a cefalotina, 4cido

nalidixico, doxiciclina, tetraciclina e ampicilina.
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BORGES et al. (2008) isolaram E. coli do empaddo comercializado em uma
feira de lazer de Goidnia e testaram a susceptibilidade a antimicrobianos. E. coli

mostrou-se resistente a tetraciclina e a cefalotina.

E. coli provenientes de amostras de frutos do mar e peixes tem sido
resistentes aos antimicrobianos tetraciclina, estreptomicina, cefalotina, ampicilina e

ticarcilina (RYU et al., 2012).

VIEIRA et al., (2008) realizaram um estudo para avaliar a qualidade
microbioldgica da agua utilizada para o cultivo de ostras. Foram isoladas cepas de E.
coli, as quais apresentaram resisténcia aos antimicrobianos ampicilina, tetraciclina,

4cido nalidixico, imipenem ,ciprofloxacina, sulfazotrin e nitrofurantoina.

FIGUEIRA et al (2011) isolaram cepas de E. coli de amostras de 4gua
superficial e verificaram que as mesmas eram resistentes a tetraciclina,

estreptomicina, amoxicilina, ticarcilina e cefalotina.

No estudo realizado por KOO ¢ WOO (2011) os autores identificaram a
presenga do gene fet (4) em mais de 50% dos isolados de E. coli provenientes de

amostras de carnes, peixes e alimentos processados.

MACHADO et al. (2008) relataram a presenga dos genes TEM-25, SHV-2 e
CTX-M-1, em cepas de E. coli provenientes de amostras de carcagas de frango € o

gene SHV-12 em E. coli proveniente de fezes de suinos sauddveis.

HAMELIN et al. (2007) identificaram a presenga do gene fef(4) em cepas de

E. coli, provenientes de amostras ambientais.
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Ultimamente tem sido identificados vérios grupos de B-lactamases AmpC
mediada por plasmideos, sendo CMY a mais comum produzida por E. coli. Essas
enzimas conferem resisténcia bacteriana a penicilinas, penicilinas com inibidores de
B-lacatamases e cefalosporinas incluindo cefamicinas e aztreonam (DOI e

PATERSON, 2007).

HAMMAD et al. (2009) detectaram a presenga dos genes CMY-4 e CMY-41
em cepas de E. coli isoladas de amostras de queijo, ainda no mesmo ano, AHMED et
al relataram a presengca do gene CMY-2 em cepas de E. coli provenientes de

amostras de carne de frango.

A presenga do gene CMY-2 foi relatada por MATASEIJE et al. (2009) em
cepas de E. coli isoladas de amostras de 4gua de consumo e recreagdo, as quais

mostraram- se resistentes a cefoxitina.

Estudos realizados com isolados clinicos de E. coli demonstraram a presenga
dos genes blacymy-14ike ,blacMy.z, blacymy-7, blacmy-21 € blacvy-a2 (DESHPANDE et al.,
2006; HOPKINS et al.,, 2006; NASEER et al., 2009; SIDJABAT et al., 2009;

SINGTOHIN et al., 2010; HENTSCHKE et al., 2011).

No trabalho realizado por BOU et al. (2000) isolados clinicos de E. coli
apresentaram resisténcia a cefoxitina, cefotetan, cefotaxime e ceftazidima. No
mesmo trabalho também foi identificada a presenc¢a do gene FOX-4. DESHPANDE
et al. (2006) identificaram os genes FOX-5 e DHA-1 em isolados clinicos de E. coli.
HUSSAIN et al. (2011) relataram a presenga dos genes blasuv, blarem, blactxm,

blacrt e blayox em isolados clinicos de E. coli.
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No Brasil, alguns autores relataram a presenga de genes de resisténcia em
cepas de E. coli. DROPA et al. (2011) relataram a presenga dos genes blasuv, blargm

e blactx-.mem isolados clinicos de E. coli.

No trabalho realizado por CASTANHEIRA et al. (2007) foi relatado, pela
primeira vez no Brasil, a presenga do gene gnrAl entre os isolados clinicos de E.

coli, os quais foram resistentes a ciprofloxacina.

PAVEZ et al. (2008) em estudo realizado com isolados clinicos de E. coli

detectaram a presenga dos genes blateym € blacmy-2 em todos os isolados.

No trabalho realizado por OLIVEIRA et al. (2009), os autores pesquisaram a
presenga dos genes blasyy, blatem € blactx-.m em isolados clinicos de E. coli e

obtiveram como resultado somente a presenga do gene blactx-m.

No trabalho realizado por CERGOLE-NOVELLA et al. (2010) os autores
relataram pela primeira vez no Brasil a presenga do genes CTX-M 14 ¢ CTX-M 15

em isolados clinicos de E. coli.

D’ALINCOURT CARVALHO-ASSEF et al.(2010) relatam o primeiro caso

de KPC no Brasil em isolados clinicos de E. coli.

ABREU et al. (2011) identificaram a presenga dos genes blacry.u € blargy em
isolados clinicos de E. coli. No mesmo ano, CHAGAS et al. detectaram os genes
blasuv, blatem € blactx.m em E. coli isoladas de uma estagfo de tratamento de esgoto

hospitalar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o grupo filogenético e identificar a ocorréncia dos genes de
resisténcia a antimicrobianos em isolados de E. coli provenientes de amostras de
alimentos, ambientais e clinicas, previamente isoladas e pertencentes & cole¢do de
cultura do laboratério de Prética de Satide Publica da Faculdade de Saide Publica da

Universidade de Sdo Paulo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Verificar a freqii€ncia com que ocorrem os grupos filogenéticos A, B1,
B2eD.

o Identificar o perfil de suscetibilidade a diferentes classes de
antimicrobianos.

. Pesquisar genes de resisténcia a antimicrobianos p-lactimicos nos
isolados.

o Discutir a importdncia para a saude publica dos resultados obtidos

quanto ao grupo filogenético e a presenca dos genes de resisténcia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DAS COLONIAS

Foram utilizados para o estudo, 65 isolados de Escherichia coli pertencentes &
colegdo de cultura do laboratério de Préitica de Satide Publica, os quais j& haviam
sido previamente identificados por testes bioquimicos entre os anos de 1990 a 2006,

sendo a maioria proveniente de trabalhos j4 realizados.

Os isolados sd@o oriundos de amostras de alimentos (n=5), ambiental (n=57) e

clinicas (n=3), como descrtio na tabela 1.

Tabela 1- Descrigéo dos isolados utilizados no presente estudo.

NP° total de
Procedéncia Descricio isolados
Alimento Queijo minas frescal 5
Fezes de bovinos sadios 8
. Agua tratada 6
Ambiente GarrafSes de &gua mineral* 10
Agua de ambiente pristino** 33
Clinica Pacientes com infec¢cdo hospitalar*** 3
Total 65

*GarrafGes de 4gua mineral de marcas diferentes.

** Amostras de 4gua doce coletadas de um ambiente que néo havia sofrido nenhum
tipo de agdo antrépica, na época. As cepas sfo provenientes do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP, foram gentilmente fornecidas pela profa. Maria Teresinha

Martins em 1990.
***Corrente sanguinea.

Os isolados encontravam-se armazenados a -70 °C em glicerol. Uma aliquota
foi retirada do meio de armazenamento e semeada em caldo Luria 0,5% NaCl para

ativagdo e crescimento dos isolados e incubados a 35 °C por 18 a 24 horas. Apds
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esse periodo, uma aliquota do caldo cultivado foi semeada em placas de agar

MacConkey e incubadas a 35°C por 18 a 24 horas.

Apbs o periodo de incubagdo, as colOnias caracteristicas de E. coli que
apresentaram colorag&o vermelha, pela utilizag8o da lactose, convexas e secas, foram
selecionadas para a realizagdo do teste de oxidase (KONEMAN et al., 2005).

Posteriormente os isolados foram novamente armazenados em glicerol a -70°C.
3.2 EXTRACAO DO DNA TOTAL

A extragdo do DNA total foi realizada por meio de choque térmico segundo

CHAPMAN et al. (2001).

Os isolados foram semeados em 2 mL de caldo Luria 0,5 % NaCl e incubados
a 35°C por 18 a 24horas.

O contetdo foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos a 24°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1 mL de 4gua MilliQ®
estéril. O material homogeneizado foi transferido para um microtubo tipo
eppendorf® de 1,5 mL, o qual foi submetido a nova centrifugagéo a 12.000 rpm por
5 minutos a 24°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 200
uL de 4dgua MilliQ® estéril. A suspensdo foi mantida em banho-maria a 95°C por 10
minutos, ¢ em seguida colocada em freezer -20°C, por 30 minutos, para o
rompimento das células bacterianas e liberagio do DNA. Os microtubos foram
retirados do freezer ¢ mantidos em temperatura ambiente até o descongelamento. Em

seguida foram novamente centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos a 24°C. Um
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volume de 200 pL foi retirado do sobrenadante e transferido para um novo microtubo

de 1,5 mL e posteriormente armazenado em freezer a -20°C.

3.3 IDENTIFICACAO DO GRUPO FILOGENETICO

A identificagdo do grupo filogenético foi feita por PCR segundo
CLERMONT et al. (2000). Os iniciadores utilizados e suas caracteristicas estfio

descritos no quadro 2.

A partir do DNA obtido da extragdo por choque térmico, a reagdo foi
realizada em um termociclador (Mastercycler gradient Eppendorf ®), e para cada
microtubo um volume final de 25 uL, contendo os seguintes reagentes: 5 pL de
DNA; tampéo 5x; 1,5 mM cloreto de Magnésio; 200 uM de DNTPs; 0,3 uM de cada
iniciador; 1,25 U de tag-DNA-polimerase e agua MilliQ® suficiente para completar
o volume de 25 pL.

A reagdo da PCR foi realizada com um ciclo inicial a 94°C por 2 minutos, 40
ciclos a 94°C por 4 minutos, 52°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto além de um ciclo
de extensdo final de reagdo a 72°C por 5 minutos. Os controles positivos utilizados
foram: a cepa 1893 para o grupo A; cepa 399 para o grupo B1; cepas 339 e 1895 para
o grupo B2 e a cepa 1848 para o grupo D; as quais foram adquiridas do Instituto

Adolfo Lutz.
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Quadro 2- Relagdo dos iniciadores utilizados para determinagdo do grupo
filogenético.

Gene Sequéncia (5'-3") Produto (pb) |Referéncia
chudF | GACGAACCAACGGTCAGGAT 279

chud R | TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yjadF  |TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 Clermont et al.
yjad R | ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC (2000)
TSPE4C F | GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152

TSPE4C R | CGCGCCAACAAAGTATTACG

3.4 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

'O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de
Disco-Difusdo em agar (Kirby-Bauer) seguindo as recomendagdes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2009. Foram utilizados 14 antimicrobianos
descritos a seguir: ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), cefotetan (30 ng),
cefoxitina (30 pg), cefotaxima (30 pg), ceftadizima (30 pg), cefepima (30 ug),
aztreonam (30 pg), imipenem (10 pg), ertapenem (10 pg), tetraciclina (30 pg),
gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (05 pg) e sulfametoxazol/trimetoprim

(1,25/23,75 pg) (Quadro 3).

O ind6culo foi preparado a partir de uma coldnia isolada de agar MacConkey e
inoculada em solugdo salina (2 mL) seguindo o padrdo de turvagdo de 0,5 da escala
de McFarland. Ap6s a preparagéo do indculo, este foi transferido para a placa de agar
Miieller-Hinton com o auxilio de um swab estéril embebido da solugdo, em seguida
foram colocados os discos de antimicrobianos. As placas foram incubadas a 35 °C

por 16 a 18 horas.
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A interpretag@io do teste foi realizada de acordo com o CLSI de 2012. Os

isolados foram considerados sensiveis, intermediarios ou resistentes considerando os

valores para cada antimicrobiano apresentado no quadro abaixo (quadro 3).

Para controle de qualidade dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos foi

utilizada a cepa Escherichia coli ATCC25922.

Quadro 3- Lista de antimicrobianos e respectivos valores dos halos em mm.

A Didmetro da zona de inibicido
gentes
Classe antimicrobianos S 1 R
Penicilinas Ampicilina . =17 14-16 . <13
. Cefalotina | >18 | 1517 | <14
~ Cefepima | >18 | 1517 | <14
. . Cefotaxima ~ >26 = 2325 | <22
Cefalosporinas S R S
(11, 111, IV) Ceftazidima >21 18-20 <17
~ Cefotetan > 16 13-15 <12
? Cefamicinas  Cefoxitina > 18 15-17 <14 |
Monobactamicos Aztreonam 221 18-20 <17
Ertapenem >22 19-21 <18
| Aminoglicosideos | Gentamicina > 15 13-14 <12
i Tetraciclinas ~ Tetraciclina >15 12-14 <11
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina >21 16-20 <15
. . Sulfametoxazol- >16 11-15 <10
Inibidores da via de trimetoprim
folato

Fonte: CLSI: 2012.
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3.4.1 Identificagdo Fenotipica para Produ¢do de ESBL

Os isolados foram triados para produgdo de ESBL pelo teste sinérgico do
duplo disco (BRADFORD, 2001). O teste foi realizado com os isolados que
apresentaram halo reduzido para ceftazidima, cefotaxima e/ou aztreonam. Foram
utilizados os discos de ceftazidima (CAZ) (30 pg), cefotaxima (CTX) (30 pg),
cefepime (CPM) (30 pg) e aztreonam (ATM) (30 pg), e no centro um disco de
amoxicilina + acido clavuldnico (AMC) (20/10 mg). Nos isolados produtores de
AmpC foram adicionados 400 pL da diluigdo de cloxacilina (0,1 g /10 mL) no meio

4gar Miieller-Hinton para inibir a produg&o de enzima (WELDHAGEN et al., 2003).

O aumento na zona de inibicdo de um dos antimicrobianos em dire¢do ao
disco de amoxicilina + acido clavuldnico foi considerado um indicativo para a

produgéo de ESBL (BRADFORD, 2001).

3.4.2 Identificagdo Fenotipica para Produgéo de AmpC

Para detecgdo de produgdo de AmpC foi empregada a metodologia de
combinagdo de discos, nos isolados que apresentaram halo reduzido para cefoxitina
e/ou cefotetan. Utilizaram-se os discos de cefoxitina (CFO) (30 pg) e cefotetan
(CTT) (30 pg), os quais foram dispostos em placa de Petri contendo agar Miieller-
Hinton e o indculo do micorganismo estudado a uma distincia de 20 a 30 mm dos
mesmos discos contendo 20 pL de 4cido fenilborénico (BA) (20 mg/ml). Um
aumento maior ou igual a 5 mm na zona de inibi¢do de um dos antibiéticos associado

ao inibidor (BA) indica a produgéo de AmpC (COUDRON et al., 2000).
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3.4.3 Identificagdo Fenotipica para Produ¢do de MBL

Para a detecgdo de isolados produtores de MBL foi utilizada a técnica de
combinagéo de discos, nos isolados que apresentaram halo reduzido para imipenem
e/ou ertapenem. Em placa de Petri contendo 4gar Miieller-Hinton foram dispostos de
20 a 30 mm os discos de imipenem (IMP) (10 pg), meropenem (MER) (10 pg) e
ertapenem (ERT) (10 pg) associados ao inibidor EDTA 0,5M (930 pg ou 5 uL)
(PITOUT et al., 2005). Um aumento maior ou igual a 7 mm na zona de inibig¢o dos
discos associados ao inibidor EDTA 0,5M indica a produgdo de MBL (PITOUT et

al., 2005).

3.5 IDENTIFICAGAO DOS GENES DE RESISTENCIA

3.5.1 Detecgdo dos Genes Codificadores de AmpC

Para a pesquisa dos genes codificadores de AmpC foram utilizados os
iniciadores previamente descrito por MOURA, (2010) conforme quadro 4. Cada
microtubo de reagdo continha um volume total de 25 pL, com os seguintes reagentes
nas respectivas concentragdes: 5 uL de DNA, tamp&o 10X, 200 uM de DNTPs, 0,2
uM de cada iniciador e 1,25U Taq-DNA-polimerase. Para a amplificag@o dos genes
de resisténcia, a reagdo ocorreu em um termociclador (Mastercycler gradient
Eppendorf ®), com denaturagfo inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos
compostos de denaturagio a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto,
e extensdo a 72°C por 1 minuto e extensfio final a 72°C por 10 minutos. Para a

pesquisa dos genes de resisténcia blamvox € blacmy, foi utilizado como controle a cepa
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FSP 135/08; para o gene blacymy (outros) o controle FSP 11/10; para os genes blayr,

blagpc e blaacr foi utilizado o controle FSP 15/10; para o gene blapua, 0 controle FSP

08/10; para o gene blaacc, o controle FSP 10/10; e para o gene blarox, o controle FSP

09/10. Todos os controles citados acima foram fornecidos pelo Prof. Dr. Nilton

Lincopan, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo

(ICB/USP).

Quadro 4- Iniciadores utilizados para pesquisa dos genes AmpC.

Iniciador Sequéncia (5'-3') Produto Gene alvo

MOX/CMY F TGCAACAACGACAATCCATCCT blavoxs a7, blacay.s,

947 pb blacmy.s, blacmy-svs blacwy-10,
MOX/CMY R CATGACGAYGCCGATCC blacmy.11, blacmy.s
CMY F ATGATGAAAAAATCGTTATGC Z"CM“’ Z"CM“" b[;l“CMY“"

1149 pb bIGCMY-e, b?CMY—% acn;)}{-lz 0 16

acmy- dcmy- , Didemy-39
CMYR GCTTTTCAAGAATGCGCCA blae e Dlaeary 2 s037, FEECHY:35
CMY-40,  DIACMY-43 a0 45

MIRF TAAGCTGTGCCCTGCTGC

1106 pb Ib’gaMIR -1s bbllaMIR-z,
MIR/EBC/ACT R CCGCCTCAACGCGTGC QMIR-35 DLAMIR-8
EBC/ACTF TTTGCTGCGCCCTGCTGC

1106 pb blagsc, blascr.y, blaacr.,

blascrs, blacr.s
MIR/EBC/ACT R CCGCCTCAACGCGGTGC
DHAF ATGGCGGTTGCCGTCTCC
779 pb blaDHA_l, blaDHA.z

DHAR CCAGGAAGCACGGTTATAC
ACCF ATGCGTAAAAAAATGCAGA

1270 pb | blaacc.1, blaacc.s, blaaccs
ACCR ATGCCATGCTGGCACAGG
FOXF ATGCAACAACGRCGTGCG

1139 pb blapox.l a7
FOXR TCACTCGGCCAACTGACTC

Fonte: Moura, 2010
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3.5.2 Detecgdo dos Genes Codificadores de MBL

Para a pesquisa dos genes codificadores de MBL foram utilizados os
iniciadores descritos no quadro 5. Cada microtubo de rea¢do teve um volume total de
25 pL, com os seguintes reagentes nas respectivas concentra¢des: 5 uL de DNA,
tampdo 10X, 200 uM de DNTPs, 0,2 uM de cada iniciador ¢ 1,25U Tag-DNA-
polimerase. Para a amplificag8io dos genes de resisténcia, a reagdo ocorreu em um
termociclador (Mastercycler gradient Eppendorf®), com denaturagdo inicial a 95°C
por 5 minutos, seguida de 30 ciclos compostos de denaturagio a 95°C por 1 minuto,
anelamento a 55°C por 1 minuto, e extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a
72°C por 5 minutos. Para a amplificagéo do gene blapp a temperatura de anelamento

foi de 40°C.

Quadro 5- Iniciadores utilizados para pesquisa dos genes MBL.

Gene
Iniciador | Sequéncia (5'-3") Produto Alv Referéncias
0

IMP F GGAATAGRRTGGCTTAAYT

232 pb bla1Mp
IMPR GGTTTAAYAAARCAMCCACC Balsalobre et al.

VIMF |GTTTGGTCGCATATCGCAAC (2009)
590 pb | blayny

VIMR |GAGCAAKTCYAGACCGCCC

SPM-1F |CCTACAATCTAACGGCGACC Zavascki et al.
648 pb blaspM.1
SPM-1 R | TCGCCGTGTCCAGGTATAAC (2005)

Os controles positivos utilizados para a pesquisa dos genes de resisténcia

pertencem a colegdo de cultura do Laboratério de Pratica de Saude Publica/FSP-



56

USP: cepa FCF/USP Kp-IMP para o gene blanp; cepa FCF/USP Ecl 75-10433 VIM-

1 para o gene blayiv; cepa FCF/USP PA 4811997 SPM-1 para o gene blaspm.1.

3.6 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Para visualizagdo dos produtos da PCR, o gel de agarose (Amersham
Biosciences) foi preparado com tampéo tris-acetato-EDTA (TAE-1X) e corado com
brometo de etidio (1 pg/mL), foi submetido a eletroforese com a intensidade de
corrente elétrica de 6 V/cm. Em cada pogo do gel foram adicionados 5 pl das
amostras previamente coradas com tamp@o carregador de amostra (glicerina e azul de
bromofenol), e foram utilizados 2 pl. de marcador de pesos molecular de 100 pb
(MassRuler™ DNA Ladder, Fermentas). O gel foi visualizado em fonte de luz
ultravioleta de 302 nm, utilizando um transiluminador e as imagens foram capturadas

pelo sistema Epi Chemi II Darkroom e software Labworks (UVP).
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4 RESULTADOS

Foram utilizados no presente estudo 65 isolados de E. coli para pesquisa do
grupo filogenético, perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e genes de

resisténcia.

4.1 GRUPO FILOGENETICO

Dos 65 isolados de E .coli que foram submetidos & pesquisa do grupo
filogenético, 32,30% (21/65) corresponderam ao grupo A, 61,53% (40/65) ao grupo
B1, 1,53% (1/65) ao grupo B2 e 4,61 % (3/65) ao grupo D. O filogrupo B1 foi 0 mais
frequente entre os diferentes tipos de amostras (tabela 2).

Tabela 2- Distribui¢do do grupo filogenético em isolados de E.coli provenientes de
diferentes tipos de amostras.

NF° total de

Amostra / Filogrupo A Bl B2 D isolados
Queijo minas 5 - - - 5
Fezes de bovinos 6 2 - 8
Agua tratada - 3 1 2 6
Agua mineral 10 - - - 10
Ambiente Pristino - 33 - - 33
Isolado clinico - 2 - 1 3

Total 21 40 1 3 65
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42 ANALISE FENOTIPICA DE  SENSIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS, PRODUCAO DE ENZIMAS B-LACTAMASES E
DETECCAO DE GENES DE RESISTENCIA

Do total de isolados (65) analisados, 16 (24,61%) foram resistentes a
ampicilina (AMP), 14 (21,53%) a cefalotina (CFL), 4 (6,15%) a cefotaxima {CTX), 6
(9,23%) a cefotetan (CTT), 8 (12,30 %) a cefoxitina (FOX), 4 (6,15%) a ceftazidima
(CAZ), 2 ( 3,07%) a aztreonam (ATM), 1 (1,53%) a ertapenem (ERT), 1 (1,53%) a
imipenem (IMP), 2 (3,07%) a gentamicina (GEN), 1 (1,53%) a tetraciclina (TET) e 3

(4,61%) a sulfametoxazol-trimetoprim (SUT) (Quadro 6).

Dos 33 isolados de E. coli provenientes do ambiente pristino, 3 (9,09%)
foram resistentes aos antibi6ticos ampicilina, 3 (9,09%) a cefalotina, 2 (6,06%) a
cefotetan, 2 (6,06%) a cefoxitina, 2 (6,06%) a gentamicina ¢ 3 (9,09%) a

sulfametoxazol-trimetoprim.

Os resultados decorrentes do antibiograma revelaram que 26,15% dos

isolados foram resitentes a pelo menos um antimicrobiano (tabela 3).

Tabela 3- Numero e porcentagem de isolados de acordo com o perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos.

Suscetibilidade Total de isolados
Sensiveis a todos antimicrobianos 33 (50,76%)
Intermedidrio a 1 ou > 1 antimicrobiano 6 (9,23%)
Resistente a 1 antimicrobiano 17 (26,15%)
Resistente a 2 antimicrobianos 1 (1,53%)
Resistente a 3 antimicrobianos 3 (4,61%)
Resistente a > 3 antimicrobianos 5 (7,69%)

Total 65 (100%)
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Todos os isolados analisados (100%) foram sensiveis aos antimicrobianos

cefepima e ciprofloxacina.

Os testes fenotipicos para produgfio de enzimas B-lactamases foram feitos
com base nos resultados obtidos no antibiograma. Os isolados que apresentaram halo
reduzido para ceftazidima, cefotaxima e/ou aztreonam foi realizado o teste para
producéo de ESBL, por meio da técnica de aproximagio de discos. Todos os isolados

foram negativos para produc¢io da enzima ESBL.

A enzima MBL foi detectada fenotipicamente em apenas um isolado de E.
coli (FSP 62/00), entretanto, ao realizar a PCR para identificagdo dos genes de

resisténcia, nenhum dos genes pesquisados foram identificados.

Usando o teste de combinagdo de discos, foi realizado o teste para produgéo
de AmpC nos isolados que foram resistentes aos antibidticos cefoxitina e/ ou
cefotetan (n=8). Todos os isolados (100%) foram considerados como produtores de
AmpC (figura 2). Entretanto, nfio foi verificada a presenca de nenhum gene de

resisténcia pesquisado.
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Figura 2: Deteccdo fenotipica da producdo de AmpC utilizando a técnica de discos
combinados. Discos contendo 30 pg do antibidtico cefoxitina (FOX) e 30 pg do
antibidtico cefotetan (CTT) colocados a uma distancia de 20 a 30 mm do disco

contendo o inibidor acido fenilbordnico (BA).
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Anode

isolamento igem Isolado

Medidas dos halos de inibi¢cio (mm)

AMP

CFL. CPM CTX CTT FOX CAZ

ATM ERT IMP GEN

TET CIP  SUT

1022/09
1023/09
1024/09
1025/09
1026/09
1027/09
1028/09
1029/09
1030/09
1031/09
1032/09
1033/09
1034/09
1035/09
1036/09
1037/09
1038/09
1039/09
1040/09

1042/09
1043/09

Ambiente

1990 -
pristino

(28)S
(24)S
(20)S
(24)S
(22)S
(OR
(22)S
(24)S
(24)S
(18) S
(24) S
(20) S
(22)S
(22)S
(O)R
(24)S
22)S
(28) S
(20)S
(22)S
(20) S

(24)S (32)S
(26)S (38)S
(200S (30)S
(26)S (32)S
(200S (32)S
(10)R (26)S
(200S (28)S
(24)S (30)S
(16)1 (30)S
(18)S (30)S
(22)S (36) S
(200S (30)S
(22)S (36)S
(24)S (32)S
(30)S (36)S
(26)S (40)S
(22)S (34)S
(34)S (38)S
(18)S (32)S
(18)S (36)S
(18)S (34)S

(38) S
(34)S
(32)S
(30)S
(32)S
(32) S
(28)S
(32)S
(26) S
(32)S
(32)S
(34)S
(34)S
(34)S
(30)S
(32)S
(38)S
(26)S
(30)S
(30)S
(32)S

(32)S
(28)S
(32)S
28)S
28)S
(32)S
(30)S
(30)S
(26) S
(30)S
(32)S
(32)S
(34)S
(34)S
(20) S
(16) S
(36) S
(30)S
(22)S
(30)S
(36)S

(24)S
(30)S
(26)S
(30) S
(26) S
(18) S
(28)S
(22)s
(20) S
(26) S
(32)S
(22) S
(18) S
(24)S
(30) S
(26) S
(22) S
(34)S
(16) I
(30)S
(28) S

(30) S
(36) S
(28) S
(32)S
(30)S
24)S
(28)S
(26)S
(30) S
(26)S
(32)S
(28) S
(32)S
(30)S
(34)S
(36) S
(28)S
(36)S
(30)S
(30)S
(28) S

(30)S (38)S (30)S (24)S
(36)S (32)S (34)S (22)S
(30)S (30)S (30)S (20)S
(26)S (34)S (36)S (14)1
(34)S (32)S (32)S (22)S
(26)S (32)S (28)S (20)S
(30)S (32)S (34)S (20)S
(26)S (36)S (24)S (20)S
(32)S (30)S (30)S (22)S
(26)S (28)S (26)S (22)S
(36)S (36)S (32)S (24)S
(34)S (32)S (30)S (20)S
(34)S (36)S (32)S (26)S
(30)S (20)S (30)S (20)S
(36)S (32)S (30)S (24)S
(36)S (30)S (32)S (24)S
(32)S (40)S (30)S (20)S
(42)S (38)S (36)S (8)R
(32)S (32)S (32)S (20)S
(32)S (30)S (30)S (22)S
(32)S (38)S (30)S (22)S

(26) S
(20) S
(24)S
(18) S
(26) S
(22) S
22)S
(20) S
(22)S
(18) S
(22)S
(20) S
(22)S
(26) S
(26) S
(26) S
(30)S
(26) S
(24)S
(26) S
(26) S

(38)S
42)S
(32)S
(32)S
42)S
(30)S
(36)S
(34)S
(34)S
(34)S
(38)S
(32)S
(38) S
(36) S
(42)S
42) S
(38)S
(40) S
(36) S
40)S
(38) S

(32)S
(36) S
(30)S
(O)R
()R
(20) S
(32)S
(28)S
(36) S
(O)R
(34)S
(34)S
(24)S
(30) S
(38)S
(38)S
(34)S
(38)S
(30)S
(36)S
(34) S

AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CFM: Cefepime; CTX: Cefotaxima; CTT: Cefotetan; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; ATM: Aztreonam; ERT: Ertapenem;
IMP: Imipenem; GEN: Gentamicina; TET: Tetraciclina; CIP: Ciprofloxacina; SUT: Sulfametoxazol-trimetoprim R: Resistente; S: Sensivel; I: Intermediario.
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Quadro 6- Resultados do Antibiograma dos 65 isolados de E. coli de acordo com o ano de isolamento e origem.(Continuagio)

Ano de Origem Isolado Medidas dos halos de inibi¢io (mm)

isolamento AMP CFL CPM CTX CTT FOX CAZ ATM ERT IMP GEN TET CIP SUT

1044/09 (20)S (16)I (38)S (26)S (26)S (28)S (36)S (36)S (34)S (34)S (22)S (26)S (42)S (36)S
1045/09 (24)S (30)S (38)S (32)S (26)S (26)S (34)S (38)S (20)S (32)S (20)S (26)S (38)S (36)S

1046/09 (28)S (24)S (36)S (32)S (28)S (26)S (30)S (32)S (32)S (28)S (20)S (22)S (38)S (32)S

1047/09 (20)S (22)S (32)S (38)S (32)S (I18)S (32)S (30)S (36)S (28)S (20)S (28)S (38)S (32)S

1048/09 (18)S (24)S (36)S (38)S (32)S (24)S (28)S (34)S (34)S (32)S (22)S (26)S (36)S (36) S

1990 Ambiente 1049/09 (1R ®)R (26)S (30)S )R (B)R (28)S (30)S (32)S (30)S (12R 24)S (38)S (32)$
pristino  1050/09 (16)1 (12)R (30)S (28)S (B)R (12)R (28)S (30)S (30)S (28)S (20)S (20)S (40)S (34)S

1051/09 (24)S (26)S (38)S (32)S (26)S (26)S (34)S (38)S (26)S (32)S (20)S (24)S (42)S (36)S

1052/09 (20)S (18)S (32)S (34)S (30)S (24)S (26)S (30)S (36)S (30)S (18)S (22)S (38)S (32)S

1053/09 (20)S (18)S (30)S (26)S (26)S (18)S (28)S (32)S (28)S (30)S (20)S (20)S (36)S (26)S

1054/09 (20)S (16)1 (32)S (26)S (26)S (24)S (30)S (30)S (32)S (34)S (14)I (22)S (36)S (26)S

1057/09 (22)S (22)S (32)S (34)S (26)S (24)S (28)S (32)S (26)S (30)S (22)S (24)S (42)S (32)S

1/00  (10)R (32)S (38)S (38)S (32)S (30)S (36)S (42)S (36)S (34)S (20)S (28)S (36)S (32)S
2000 (12)R (28)S (36)S (38)S (32)S (28)S (32)S (36)S (34)S (30)S (20)S (26)S (34)S (30)S

1200 (10)R (10)R (36)S (30)S (32)S ()R (30)S (36)S (36)S (26)S (20)S (24)S (36)S (30)S

2000 Agua 27/00 (@R (20)S (38)S (38)S (26)S (16)I (32)S (38)S (36)S (32)S (20)S (26)S (36)S (30)S
mineral  30/00 ()R (26)S (34)S (32)S (26)S (24)S (30)S (32)S (26)S (34)S (18)S (24)S (30)S (28)S

31/00 (R (249)S (32)S (34)S (30)S (24)S (30)S (30)S (36)S (22)I (18)S (22)S (34)S (30)S

3800 ()R (R (28)S ()R (10)R ()R (10)R (16)R (28)S (26)S (I18)S (20)S (26)S (26)S

62/00 (1)R (R (26)S (1)R ()R (R (14HR (20)I (14R (16)R (I18)S (22)S (30)S (26)S

67/00 (R (1HR (36)S (32)S (141 (OR (30)S (36)S (36)S (30)S (20)S (24)S (36)S (30)S

AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CFM: Cefepime; CTX: Cefotaxima; CTT: Cefotetan; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; ATM: Aztreonam; ERT: Ertapenem;
IMP: Imipenem; GEN: Gentamicina; TET: Tetraciclina; CIP: Ciprofloxacina; SUT: Sulfametoxazol-trimetoprim R: Resistente; S: Sensivel; I: Intermediario.
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Ano de Medidas dos halos de inibigiio (mm)

. Origem Isolado
isolamento AMP CFL CPM CTX CIT FOX CAZ ATM ERT IMP GEN TET CIP

SUT

2000 Aguamin  70/00 (O)R (14)R (34)S (12)R ()R (O)R (14HR (I8)I (24)S (26)S (20)S (24)S (32)S

1392/0280 (18)S (22)S (38)S (38)S (32)S (24)S (32)S (38)S (38)S (34)S (20)S (26)S (36)S
Queijo 140000286 (22)S (20)S (34)S (34)S (28)S (295 (3OS (36)S (32)S (0)S 20)S 20)S (32)S

2002 minas  1402/0287 (26)S (26)S (32)S (32)S (32)S (26)S (30)S (36)S (30)S (32)S (20)S (24)S (32)S

1424/02105 (20)S (20)S (30)S (30)S (28)S (20)S (26)S (22)S (34)S (28)S (16)S (18)S (28)S
1502/02  (24)S (22)S (36)S (32)S (28)S (24)S (30)S (36)S (32)S (30)S (20)S (26)S (32)S

1041/03 (16)I (B)R (36)S (32)S (32)S (24)S (32)S (32)S (32)S (28)S (16)S (22)S (32)S
1047/03  (22)S (18)S (30)S (28)S (30)S (24)S (26)S (22)S (32)S (30)S (18)S (22)S (30)S
1048/03 (20)S (22)S (32)S (32)S (30)S (24)S (30)S (26)S (36)S (30)S (20)S (20)S (30)S
1053/03 (14)1 (14)R (32)S (26)S (26)S (24)S (26)S (30)S (30)S (26)S (18)S (22)S (28)S
1059/03  (14)I (18)S (32)S (32)S (30)S (24)S (26)S (32)S (28)S (26)S (20)S (18)S (36)S
1060/03 (18)S (18)S (32)S (32)S (32)S (24)S (26)S (30)S (36)S (34)S (20)S (22)S (26)S
1067/03  (16)1 (18)S (36)S (34)S (32)S (20)S (32)S (36)S (32)S (32)S (20)S (20)S (32)S
1073/03  (22)S (18)S (36)S (34)S (34)S (18)S (32)S (36)S (36)S (36)S (20)S (22)S (26)S

Fezes de

2003 bovinos

521/08 (22)S (20)S (30)S (30)S (32)S (26)S (26)S (32)S (32)S (32)S (18)S (20)S (22)S
2005 Clinica  527/08 (22)S (18)S (30)S (32)S (30)S (26)S (26)S (28)S (28)S (30)S (I18)S (24)S (28)S
530/08 ()R ()R (30)S (1R (10)R (1)R (10)R (12)R (30)S (28)S (20)S ()R (24)S

(30) S

(32)S
(32) S
(32)S

(26) S
(30)S

(32) S
(28) S
(28) S
(30) S
(32)S
(30) S
(30) S
(30)S

(26) S
(30) S
(22) S

AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CFM: Cefepime; CTX: Cefotaxima; CTT: Cefotetan; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; ATM: Aztreonam; ERT: Ertapenem;

IMP: Imipenem; GEN: Gentamicina; TET: Tetraciclina; CIP: Ciprofloxacina; SUT: Sulfametoxazol-trimetoprim R: Resistente; S: Sensivel; I: Intermediario.
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Ano de

Isolado

Medidas dos halos de inibicio (mm)

CFL CPM CTX CTT FOX CAZ ATM ERT IMP GEN TET CIP SUT

isolamento Origem
Agua
2006 tratada

3/06.
15/06.

16/06.
18/06.
50/06.

51/06.

(200S (14)R (36)S
(18)S (14)R (34)S
(26)S (26)S (38)S
(14)1 (14)R (30)S
OR (22)S (36)S
(R (30)S (40)S

(32)S (32)S (22)S
(32)S (30)S (18)S
(38)S (34)S (28)S
(30)S (26)S (28)S
(36)S (32)S (30)S
(38)S (38)S (34)S

(32)S (36)S (34)S (34)S (20)S (26)S (34)S (36)S
(30)S (30)S (36)S (32)S (18)S (24)S (32)S (32)S
(34)S (38)S (3%)S (32)S (20)S (I18)S (38)S (28)S
(24)S (28)S (30)S (30)S (20)S (20)S (32)S (26)S
(30)S (34)S (36)S (32)S (20)S (24)S (36)S (28)S
(36)S (42)S (42)S (38)S (18)S (12)I (42)S (40)S

AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CFM: Cefepime; CTX: Cefotaxima; CTT: Cefotetan; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; ATM: Aztreonam; ERT:
Ertapenem; IMP: Imipenem; GEN: Gentamicina; TET: Tetraciclina; CIP: Ciprofloxacina; SUT: Sulfametoxazol-trimetoprim R: Resistente; S: Sensivel; I:

Intermediario.
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5 DISCUSSAO
Escherichia coli é uma bactéria comensal pertencente & microbiota intestinal
de humanos e de animais de sangue quente. Porém, tem sido associada & meningite

neonatal, sepse, infecgdes do trato urindrio e gastroenterite (KAPER et al., 2004).

Com base no levantamento bibliografico realizado pode-se notar que sio
poucos os estudos de genes de resisténcia feitos com cepas comensais de E. coli, as

quais poderiam constituir reservatdrio de genes de resisténcia.
5.1 GRUPO FILOGENETICO

De acordo com a literatura isolados de E. coli podem ser agrupados em 4

grupos filogenéticos A,B1, B2 e D, por meio da PCR (CLERMONT et al., 2000).

Os resultados do presente estudo demonstraram que o grupo Bl foi o mais
frequente entre as amostras. Nossos resultados corroboram com o trabalho realizado
por CARLOS et al. (2010), os autores isolaram E. coli de fezes de humanos, bovinos,
frangos, suinos e caprinos com a finalidade de analisar a distribuigdo do grupo

filogenético. Verificaram que o grupo B1 foi o de maior ocorréncia.

No presente trabalho os isolados de E. coli provenientes de 4gua mineral
pertenceram ao grupo filogenético A. Nossos dados corroboram com o trabalho
realizado por Orsi et al. (2007), que estudaram 49 cepas de E. coli isoladas de
diferentes amostras de agua de consumo humano e, relataram que 57 % das E. coli
isoladas de 4gua mineral pertenceram ao grupo A. Os isolados de E. coli comensal

sdo usualmente do grupo A e Bl (CLERMONT et al., 2000).
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No presente estudo alguns isolados de E. coli oriundos de amostras de agua
tratada pertenceram aos grupos B2 e D. Esses resultados sugerem a possibilidade de
ter ocorrido contaminagdo fecal da amostra e que o processo de tratamento ndo foi

suficiente para eliminar bactérias patogénicas.

Sabe-se que cepas pertencentes ao grupo B2 sdo patogénicas e
frequentemente associadas a infecgdes extraintestinais em humanos (DURIEZ et al.,
2001; TIBA et al., 2009; MOLINA-LOPEZ et al., 2011; BENGTSSON et al., 2012),
enquanto que o grupo filogenético D inclui cepas patogénicas tais como O157:H7, as
quais sdo altamente virulentas e podem causar diarréia, sindrome hemolitica urémica
e colite hemorragica, porém necessitam da presenga e expressdo dos genes de

viruléncia. (CLERMONT et al., 2000; KAPER et al., 2004).

No presente estudo dois isolados oriundos de infec¢do hospitalar pertenceram
ao grupo Bl. Esse resultado sugere que possivelmente ocorreu uma translocagio
bacteriana (BERG, 1995), pois, E. coli permanece colonizadora, confinada ao limen
intestinal, entretanto em individuos debilitados ou imunocomprometidos, ou ainda
quando as barreiras do trato gastrointestinal sdo violadas, mesmo as espécies ndo
patogénicas podem causar infec¢gdes migrando para corrente sanguinea (NATARO e

KAPER,1998).

5.2 TESTE DE SENSIBLIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A utilizagfio de compostos com atividades antimicrobianas gerou grande
avango em relag#o a prevengdo e ao tratamento de doengas infecciosas. Entretanto, o

uso generalizado dessas substincias tem ocasionado o desenvolvimento de
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microrganismos resistentes aos antimicrobianos (MONTELLI e SADATSUNE,

2001).

Diante do aumento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos,
principalmente & classe de B-lactdmicos, diversos estudos tém sido realizados com
isolados de E. coli de diferentes tipos de amostras, tendo como finalidade a
identificagdo fenotipica do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (ABONG’O
et al., 2008; SALIH et al., 2009; ZANELLA et al., 2010; KOO e WOO, 2011; LUO

etal., 2011).

E. coli pode ser facilmente disseminada em diferentes ecossistemas por meio
da cadeia alimentar e 4gua (ALEXANDER et al., 2010). A presenga de bactérias
entéricas no ambiente aquatico pode representar risco a Satde Publica,
principalmente, se esses microrganismos forem resistentes aos antimicrobianos
(VIGNAROLI et al., 2012). No presente trabalho foi observada a resisténcia aos

antimicrobianos em isolados de E. coli oriundos de amostras de 4gua mineral.

Antimicrobianos beta-lactdmicos e fluoroquinolonas s&o importantes classes
de medicamentos utilizados no tratamento de infecgdes causadas por
Enterobacteriaceae (PITOUT, 2008). Nos ultimos anos tem sido observada a
emergéncia de mecanismos de resisténcia contra esses antimicrobianos em

Enterobacteriaceae (TAUSOVA et al., 2012).

No presente trabalho, todos os isolados foram sensiveis aos antimicrobianos
cefepima e ciprofloxacina enquanto que GOUSIA et al. (2011) relataram apenas

14,6% dos isolados sensiveis a ciprofloxacina.
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Os resultados demonstraram que 98,46% dos isolados foram sensiveis a
imipenem e a ertapenem, esses dados corroboram com as observagdes feitas por
MENEZES et al. 2007 a respeito da eficdcia do antimicrobiano ertapenem no

tratamento de infec¢des causadas por Enterobacteriaceae.

No presente estudo, dentre as cepas de ambiente pristino 24,24% (8/33)
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos ampicilina, cefalotina, cefotetan,
cefoxitina, gentamicina e sulfametoxazol-trimetoprim. Esses resultados nfo eram
esperados, devido essas cepas terem sido isoladas de um ambiente que ndo havia
sofrido nenhum tipo de agdo antrépica, na época. Nossos resultados corroboram com
o trabalho realizado por LIMA-BITTENCOURT et al. 2007 com Enterobacteriaceae
isoladas de agua doce (ambiente pristino), no qual verificaram o padrdo de

resisténcia antimicrobiana. Os isolados foram resistentes principalmente a ampicilina

5.4 B-LACTAMASES (ESBL, AmpC ¢ MBL)

Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases de espectro estendido tem
emergido tanto no ambiente hospitalar como na comunidade como um importante

agente de infec¢es (ROSSI, 2011).

Nio foi verificada a produgido de ESBL nos isolados estudados. No trabalho
realizado por EGEA et al. (2011) apenas um isolado de E. coli foi positivo para a
produgdo de ESBL. Estudiosos tém relatado a produgéo de ESBL principalmente em

Klebsiella pneumoniae (OLIVEIRA et al., 2009).
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DESHPANDE et al. (2006) relatam que as Enterobacteriaceae com o perfil
fenotipico de ESBL, mas negativo ao realizar o teste confirmatério, sfo potenciais
candidatos a produgdo da enzima AmpC. Esse perfil fenotipico pode ser observado
no presente trabalho, pois alguns isolados apresentaram diminuig&o nos halos para os
ceftazidima, cefotaxima e/ou aztreonam, porém, ao realizarmos o teste para produgéo
da enzima ESBL, o mesmo foi negativo e positivo no teste confirmatério para a

produgdo da enzima AmpC.

As B-lactamases do tipo AmpC foram descritas inicialmente como enzimas de
origem cromossOmica constitutivas em espécies da familia Enterobacteriaceae, tais
como Enterobacter spp, Citrobacter spp, Serratia spp, Morganella morganii e
Hafnia alvei e sdo tipicamente induzidas por antimicrobianos beta-lactdmicos tais

como cefoxitina e imipenem (LIVERMORE, 1995; BUSH e JACOBY, 2010).

Bactérias com superexpressio de AmpC constituem uma das principais
preocupagdes no ambiente hospitalar, pois esses microrganismos s@o geralmente
resistentes a todos os antimicrobianos B-lactimicos, exceto para cefepima, cefpiroma
e carbapenémicos. A superexpressdo constitutiva de P-lactamases AmpC em
bactérias Gram negativas ocorre por meio da desregulagdo do gene ampC
cromossdmico ou por aquisi¢do de ampC plasmidial (PEREZ-PEREZ ¢ HANSON

,2002).

Uma diferenga importante de E. coli e Shigella spp.em relagdo as outras
enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa, que possuem gene ampC

cromossdmico,é que a hiperprodugdo de beta-lactamase AmpC, nos dois primeiros
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géneros, ndo ¢ induzida, e sim em decorréncia de mutagdes ocorridas nos promotores
que codificam as enzimas ( COUNDRON e THOMSON, 2000; PEREZ E PEREZ e

HANSON, 2002).

No presente trabalho, a detecg¢do de enzimas AmpC foi feita por meio da
técnica de discos combinados, com o inibidor 4cido fenilbor6nico. Outros estudos
também descreveram a utilizagéio desta técnica na detecgdo de AmpC (TENOVER et

al., 2009; SINGTOHIN et al., 2010).

Todos os isolados de E. coli produtores de AmpC pertenceram ao grupo
filogenético A. Nossos dados corroboram com o estudo de CORVEC et al. (2007)

realizado com isolados clinicos de E.coli.

Quanto a presenga dos genes de resisténcia, os resultados obtidos
demonstraram que ndo houve amplificagdo de genes ampC, possivelmente a
resisténcia & cefamicinas envolve outros mecanismos de resisténcia, como a perda de

porina e/ou aumento da atividade de bomba de efluxo (JACOBY, 2009).

Nossos resultados corroboram com o estudo de SILVA-DIAS et al. (2008)
que verificaram a produgdio de AmpC em isolados clinicos de E. coli e ndo

detectaram os genes.

Dentre as diferentes classes de beta-lactamases, as carbapenemases pertencem
a familia mais versatil pela ampla atividade hidrolitica & maioria dos antimicrobianos

beta-lactimicos (QEENAN e BUSH, 2007).



71

As carbapenemases pertencem, na sua maioria, a duas classes moleculares, as
carbapenemases de classe A e as metalo-B-lactamases de classe B de Ambler. As
oxacilinases, P-lactamases de classe D, também hidrolisam antimicrobianos
carbapenémicos, porém sua prevaléncia em Enterobacteriaceae é baixa, sendo
frequentemente relatadas em Acinetobacter spp.(WALTHER-RASMUSSEN e

HOIBY, 2007; GULMEZ et al., 2008).

As metalo-f-lactamases, estdo emergindo mundialmente em bactérias Gram
negativas, principalmente em Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp e
Enterobacteriaceae. A emergéncia dessas enzimas compromete o tratamento efetivo
de infecgGes causadas por esses microrganismos, uma vez que as MBL sdo capazes
de hidrolisar todos os antimicrobianos B-lactimicos, exceto monobactidmicos e ndo

sdo inibidas por 4cido clavuldnico, sulbactam e tazobactam (PFEIFER et al., 2010).

Carbapenémicos normalmente podem ser usados no tratamento de infecgdes
causadas por bactérias produtoras de AmpC, mas a resisténcia a carbapenémicos
pode surgir em alguns microrganismos devido a mutag¢des que ocasionam a perda de

porina da membrana externa ou ativagdo da bomba de efluxo (JACOBY, 2009).

No presente estudo, apenas um isolado de E.coli foi positivo para a produgéo
de MBL. Foram pesquisados os genes blanp, blaviv € blaspy.) € nenhum dos genes
foram detectados. Pode ser que esse isolado possua outros genes de resisténcia os

quais ndo pesquisamos.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados pode-se concluir que:

- O grupo filogenético B1 foi o de maior frequéncia entre os isolados de E.
coli de diversas fontes, sendo que o grupo A, B2 e D também foram

identificados;

- O processo de tratamento da dgua ndo foi suficiente para eliminar bactérias

patogénicas, pois estas pertenceram aos grupos B2 e D;

- Dentre os isolados estudados verificou-se baixa taxa de resisténcia aos

antimicrobianos;

-Isolados de E. coli provenientes de 4gua mineral podem ser resistentes a
diversos beta-lactdmicos, bem como apresentarem produgfio de enzimas
capazes de impedirem a ag8o do antimicrobiano, representando risco a Satde

Publica;

-Isolados de E. coli com perfil fenotipico de resisténcia a cefoxitina e/ ou

cefotetan s&o decorrentes da hiperprodugdo de AmpC cromossémica.
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